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	 ピペロナールは植物由来の芳香族アルデヒドであり、シナモンの香りの主成分であるシナモアルデヒド
や、バニラに含まれるバニリンのように花の精油の成分として私たちの生活に身近なものとして有名な化
合物である。しかし、それら香気性化合物の自然界での役割は、昆虫の誘引作用や抗菌作用が一部報告さ
れているものの、未だよくわかってはいない。さらに、それらの分解経路については限定されており、ピ
ペロナールの分解経路は未だ調べられていない。そこで、ピペロナールの自然界での代謝を解明すべく、
本研究を開始した。	
	 	
	 各所から土壌サンプルを採集し、0.01	%ピペロナールを単一炭素源とする最少培地を用いた集積培養ス
クリーニングによって得られた 77 株の微生物の内、最も高いピペロナール代謝活性を示す CT39-3 株の菌
学的諸性質を解析した結果、Burkholderia	sp.と同定した。最適培養条件下で培養した菌体から、硫安分
画および各種クロマトグラフィー操作に供することで、ピペロナール代謝酵素の精製標品を得た。本酵素
を SDS-PAGE に供し、約 80	kDa,	40	kDa,	20	kDa のバンドが確認できたことから、3 つのサブユニットか
らなるヘテロ 3 量体であることが示唆された。	
	 しかし、得られた酵素量は少なく諸性質の解析には十分でないため、各サブユニットの N 末端部分アミ
ノ酸配列を決定し、その情報を基にピペロナール代謝酵素遺伝子を同定し、80,	40,	20	kDa のサブユニ
ット遺伝子をそれぞれ pceL,	pceM,	pceS と命名した。本酵素のアミノ酸配列を用いてデータベースに対
して相同性検索をした結果、キサンチンオキシダーゼファミリーと高い相同性を示し、PceL サブユニッ
トにはモリブドプテリン、PceM サブユニットには FAD、PceS サブユニットには鉄硫黄クラスターを補因
子として有することが示唆された。大腸菌を宿主として本酵素の大量発現系の構築を試みたものの、様々
な条件においても本酵素を大量発現することができなかったが、CT39-3 株を宿主とすることで活性を保
持する本酵素の発現に成功した。本酵素を His タグ融合酵素として大量発現させ、アフィニティークロマ
トグラフィーによる簡便な精製法を確立した。	
	 本酵素によるピペロナールからの反応生成物を HPLC を用いて分取・精製し、NMR および GC−MS 分析に
よりピペロニル酸と同定した。さらに、酸素電極および HPLC により酵素反応中に酸素が消費され過酸化
水素が生成することも同定し、本酵素反応のストイキオメトリーを、ピペロナール：酸素分子：ピペロニ
ル酸：過酸化水素＝１：１：１：１と決定した。このことから、ピペロナール代謝酵素は酸素分子を電子
受容体として用いてピペロニル酸と過酸化水素を生成するオキシダーゼと同定した。これにより、ピペロ
ナールからピペロニル酸への代謝経路を初めて明らかにし、これに関わる酵素の同定に成功した。	
	 また、本酵素の UV スペクトルを測定したところ、鉄硫黄クラスターおよびフラビンに特異的な吸収波
長が見られた。さらに、金属分析により、本酵素 1 モル当たりモリブデン原子が 0.55 モル、鉄原子が 5.1
モル、HPLC 分析により、CMP が 0.60 モル、FAD が 0.88 モル存在することを明らかにした。これらの結果
と相同性検索の結果から、本酵素は PceL サブユニットに１分子のモリブドプテリン、PceM サブユニット
に１分子の FAD、PceSサブユニットに 2分子の 2Fe-2S鉄硫黄クラスターを補因子として持つと同定した。
さらに、得られた精製標品を用いて本酵素のキネティクス、基質特異性などの諸性質を解析した。その結
果、アルデヒドに対して非常に幅広い基質特異性を示すが、キサンチンには全く作用しないことから、本
酵素はキサンチンオキシダーゼではなくアルデヒドオキシダーゼであった。	
	 次に本菌株における本酵素の生理学的意義の検討を行った。ピペロナールまたはグルコースを単一炭素
源として、各炭素源を 0.03	%、0.07	%、0.10	%含む最少培地で本菌株の培養を行い、各培地条件下での
生育、ピペロナール代謝酵素活性を測定した。その結果、本菌株はグルコースあるいは低濃度のピペロナ
ールを単一炭素源として生育した。培地中のピペロナール濃度が高くなるにつれ、本菌株は生育するもの
の、その増殖が顕著に阻害されることから、ピペロナールは本菌株に対し毒性を示すことが示唆された。
グルコースを単一炭素源とする培地でもピペロナール代謝酵素は生成することから、本酵素は誘導酵素で
はなく構成的に発現すると示唆された。CT39-3 株はピペロナールを単一炭素源とするスクリーニングよ
り得られた菌株であることから、本酵素はピペロナールの資化に関与すると示唆された。これを検討する
ために、ピペロナールを単一炭素源とする最少培地で本菌株の増殖を OD600 の測定により計測するととも
に、培養液中のピペロナールおよびピペロニル酸を HPLC 分析により定量した。その結果、誘導期でピペ
ロナールはピペロニル酸に変換され、本菌株が増殖する対数増殖期においてはピペロナールおよびピペロ
ニル酸ともに減少し、定常期に入る時点では両化合物ともに培地中から存在しなくなった。この結果より、
ピペロナールを資化する過程のピペロニル酸への変換に本酵素が関与することが示唆された。また、本菌
株が増殖期に入る前の誘導期においてもピペロナールが毒性の低いピペロニル酸に変換されることから、
本酵素のピペロナールの解毒への関与も示唆された。同様にして、ピペロニル酸を単一炭素源とする最少
培地で本菌株の増殖を OD600の測定により計測するとともに、培養液中のピペロニル酸を HPLC 分析により
定量した。培養液中のピペロニル酸は本菌株の対数増殖期とともに減少し、定常期に入る時点で培養液中
から存在しなくなった。すなわち、本菌株はピペロニル酸を資化して生育可能であった。これらの結果と、
本酵素のピペロナールに対する Km 値が 0.019	mM と非常に小さくピペロナールに対し非常に高い親和性を
持つ特性を考慮すると、本酵素の生理学的役割はピペロナールの資化および解毒と示唆された。
Burkholderia 属の中には植物病原菌も存在していることから、本菌株では植物への感染などにおいて、
本酵素が植物の分泌するピペロナールや抗菌性アルデヒド化合物に対する防御機構として重要な役割を
果たしている可能性も考えられる。これらの結果は、微生物と植物の関係の更なる解明へとつながるので
はないだろうか。	
	 また、本酵素を大量発現させた CT39-3 株を休止菌体として用いると、反応溶液中でアルデヒド化合物
をほぼ単一のカルボン酸へ変換可能である。本菌酵素はアルデヒドの酸化反応に NAD+やフェレドキシン等
の生体内に存在する補酵素を電子受容体として利用できず、酸素のみを電子受容体として利用することか
ら、将来的には、本酵素あるいは本酵素を大量発現させた菌体を利用してアルデヒドからカルボン酸への
バイオコンバージョンへの応用が期待される。	
